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こ れ ま で ヒ トの 悪性腫瘍濫 つ い て 抗腫瘍剤 に 対する種 々 の 感受性試験が試み られ て きて い る が , 正 常細胞の 混 入 な どの
技術的問題 , あ る い は 臨床的に 使用され た 際 の 抗腫瘍剤の 血 中動態 と , 感受性試験 で の 薬剤量と の 関係 に つ い て 検討 され て い
な い こ と , な どの 問題 の た め に 未だ確立 され た 方法 は な い . 本研究 で ほ比較的簡便な感受性試験 で ある 3-(4,5-ジ メ チ ル チ ア ゾ
ルL2 イ ル)-2,5-ドフ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ ミ ド (3-(4,5-dim ethylthiaz oト2-yl)-2,5-dophe nyltetr a z oliu m br o mide, M T T)
ア ッ セ イ を用 い て 臨床応用 の た めの 基礎的実験 と とも に , 造血器 腫瘍患者よ り得た 臨床検体に つ い て の 試験 を行 い , 有用性を
検討 した . 基礎的検討の 結果, 分離 した腰瘍細胞 が80% 以上 に な る検体で , 培養期間は リ ン パ 系細胞 で は 2 日間 , 骨髄糸細胞
で ほ 4 日間と し, 阻害率7 0%を 感受性の 有無 の 開催 と設定 して , 臨床検体 で の 検討を 行 っ た . 末治療 の 成人急性非 リ ン パ 性白
血 病(a c ute n o nlymphobla stic Ie uke mia, A N L L) に お い て は , 真陽性率が92%, 真陰性率が50%, 予測率が87%, 未治療の 成
人罪ホ ジキ ン リ ン パ 腫 (n o n-Hodgkin
'
slym pho ma, N H L) に つ い て ほ 真陽性率が1 00% , 真陰性率が 0% ▲ 予測率が50%で あっ
た . 難治療例 , 再発例の N H Lに お い て ほ 真陽性率が100%, 予測率が100%で あり , M T Tア ッ セ イ の 結 果と臨床 の 結果と が相
関する こ と が証 明 され た . しか し, 難治療例 , 再発例 の A N L Lで は偽陽性が多か っ た . こ の た め 未治療例 の 検討 で は あ るが ,
多剤耐性(m ultidr ug re sita n c e, M D R)と の 閑適 を検討 した と こ ろ , M D R発現が偽陽性例 で 多い と い う こ と ほ なく , ま た , 生
体外 で ア ン ト ラ サ イ ク リ ソ 系抗腫瘍剤に 対す る感受性 と M D R発現に つ い て 検討 したが , 有意 な関連は なか っ た ･ こ の 原因に
つ い て は 王 長時 間薬剤 と接触 させ る こ とに よ り M D Rの 故樺を越 え て薬剤が細胞内に 入 る 可能性 と , 別の 耐性機序が存在する
可 能性と が 考え られ た . な お , 造血 器腫瘍に お い て , 感受性試験 と M D R発現の 検索 の 両 者を 同時 に 行 う こ と で l 予後を 推測
でき る可 能性 が生存率の 成績か ら示 唆 され た .
Key w o rds che m o sen sitivity test, M T Tass ay, he matologic m alignancy, m ultidr ug re sista n c e
こ れ ま で ヒ ト の 悪性腫瘍に 対 して抗腫瘍剤に よ る種 々 の 感受
性試験が試 み られ て きて お り, 固形腫瘍に つ い て は 二 重寒天法
(hu m a ntu m or clo n oge nic as say, H T C A)l)2), 3-(4,5-ジ メ チ ル チ
ア ゾ ル ー2 イ ル)一2, 5-ド フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ ミ ド
(3-(4,5-dim ethylthiaz ol-2-yl)-2,5-dophe nyltetr az oliu m br omide,
M T T) ア ッ セ イ
3) な どが 開発され て きた . しか し , 検体中 の 正
常細胞の 混入 な ど の 技術的な問題 , あるい は使用 され た際 の 抗
腫瘍剤の 血 中動態 と感受性試験で の 薬剤畳と の 関係 に つ い て の
検討が 困難である な どの 問題の た め に 未だ 確立 され た 方法 ほ な
い4). 白血 病細胞は固形痛 と比 べ て 検体採取が容易 で , ま た 頻
回 に 採取で き1 感受性試験の 検討に ほ都合が よ い . Ho ngo ら
5)
は 小児 の 白血病 に お い て MT Tア ッ セ イ を 行い , 予測 率が70%
を超 え精度の 高い 有益な方法である と報告 して い る . 一 方 , 下
山 ら6)ほ , 従来の 感受性試験 で峰, 薬剤を作用 させ た 後も わず
か に 生き残 り しか も増殖能を有す るよ うな 細胞を測定する こ と
は 困難で あり , 再増 殖試験 に よ り検討す べ きだ と述 べ て い る .
しか し, こ の 方法で は 手技が極め て 煩雑 に な り , 判定 ま で に 時
間を要すると い う 欠点 がある . 本研究 で ほ 簡便に しかも迅速に
結果を得 る こ と が で きる感受性試験 で ある M T Tア ッ セ イ を選
び , 株化白血 病細胞を 用 い て 基礎的検討を行 うと と もに , 得ら
れ た結果を基に して , 急 性白 血 病 お よ び 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫
(non-Hodgkin
'
slym pho m a, N H L)患者 よ り得た 腫瘍細胞を用 い
て 本法の 臨床応用 へ の 可能性 を検討 した . さ らに , 抗腫瘍剤に
対す る薬剤耐性の 発現は治療 を困難 に して い る大きな 要因の→一
つ で あり , 近年多剤耐性(m ultidr ugresista n c e, M D R) 磯序
7) の
関与が 注 目 され て い る こ と か ら , 本研究で は 同時 に M D Rの 発
現の 有無を 調 べ ると と もに , M T Tア ッ セ イ の 結果な らびに 臨
床効果 と の 関係 を検討 した .
対象お よび方法
Ⅰ . 材料 および対象
1 . 細胞株
基礎実験用 の 細胞株は慢性骨髄性白血病 の 急性転化細胞株で
あ る K 562(理 化学研究所細胞開発銀行 , 和光 , か ら供与)およ
平成8年5月16日受付, 平成8年7月12 日受理
A b bre viatio ns :A L L, aCute lymphoblastic le ukemia; A N L L, aCute n Pnlym phoblastic leuke mia; A M ix
L･
a c ute mixed lin eagele uke mia; A P A A P, alkalin e` pho shatase a nti- alkalin e phosphata s e; B S A, bovin e ser um
albu min ; C R, C O mplete re mis sio n; D M S O, dim ethyl sulfoxide ; F A B, Fr ench-A m eric an -British; F B S,
造血 器 腫瘍に お ける抗腫瘍剥感受性試験
びその do x o rubicin 耐 性株で ある K 562/A(癌研究会癌化学療
法セ ン タ ー 1 東京, 鶴尾隆博士 よ り 供与) を 4 日 に 1 度20% ウ
シ 胎児血清(fetal bovin e s er um , F B S)(GIB C O, Gaithe rsbu rg,
US A) 加 R P M I1640(GIB C O) で lxlO
5個/mlに 希釈 し, 継代
培養した . 実験に は 培養 4 日 目 で 対数増殖期 に あ る細胞 を 用
い , 20% F B S加 R P M I1640に 浮遊 さ せ , 実験に 供 した .
2 . 臨床検体
19 2年12月 か ら19 95年 3月 ま で に 金沢大学医学部第 三 内科お
よびそ の 関連病院を受診 した 未治療急性白血病患者22例 (3 2検
体), お よび 末治療悪性 リ ン パ 腫患者 8例(9検体), な らび に そ
れぞれ の 再発 ･ 難治療例5例(6検体) お よ び 3例(3検体) に
つ い て 検討 した . そ の 内訳 は急性非 リ ン パ 性 白 血 病 (a c ute
nonlymphobla sticle ukemia, A N L L)で フ ラ ン ス ーア メ リ カ ー イ
ギ リ ス (Fr e n ch-A m eric a nABritish, F A B) 分類8)の M O が 2例 ,
M l, 2例 , M 2, 11例 , M 3, 1例 , M 4, 3例 , M 6, 1例お よ
び混合性白血病(ac ute mix ed lin e age le uke mia, A M ixL)が 2
例 で あ っ た . 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 (ac ute lym phobla stic
le uke mia, A L L)で は L 2 が 3例で あ っ た . 悪性リ ン パ 腫 で ほ 全
例が N H L であ っ た . こ の う ち 末治療例 の A N L Lの1 7例 と
A MixL の 2例に つ い て は , 同時に M D Rの 検討も行 っ た .
1) 骨髄液1 末梢血
臨床検体 で ほ リ ン フ ォ プ レ ッ プ (Nyc o m ed P harm a As,
Oslo, Nor w ay) に て 単 核 球 だ け に 分離 し , 20 % F B S加
R P M I1 640 に浮遊さ せ , 実験に 供 した .
2) リ ン パ 節
生検 リ ン パ 節 は 半切 した もの を 用 い , 20 % F B S加 RP M I
1640 の 中で 無菌的 に ハ サ ミ で 細切 した . そ の 後 1 5恥 m の ス テ
ン レ ス メ ッ シ ュ に 通 し, さ らに リ ン フ ォ プ レ ッ プ を用 い て 単核
球を分離 し, 実験 に 供 した .
Ⅱ . 方 法
1 . M T Tア ッ セ イ
Mos m a n n3}. お よ び Hongo ら
5)の 方法に 準 じ, 以下の 検討を
行 っ た .
1) 基礎実験
ドキ ソ ル ビ シ ソ が 最終的に 0.05FLg/ml, 0.5〃g/ml, 5FLg/ml に
な る よ う に 20 % F B S加 R P M I1640 で調整 さ れ 各 ウ ェ ル
15恥1ず つ 分注 して ある96 ウエ ル マ イ ク ロ ブ レ ー ト (96w e11
Cellc ultur ecluster3596)(Co sta r, Cor ning, U S A)に , 上 記の 細
胞株浮遊液 を 5仙1 ず つ 分注 し た . 次 に 分 注 し た 細 胞 を
5%C O2 の 存在下で , 37℃ で 1 時間, 2 日間お よび 4 日間培養 し
た. こ の 後 , リ ン 酸 緩衝液 (pho sphate-buffer ed salin e, P B S)
(pH 7･6) で希釈 した 5m g/ml の M T T試薬を 25pl ず つ 添加
し, 37℃ で さ らに 3時間培養 した . そ の 後 , 2000回 転で10分間
遠心 し, M TT フ ォ ル マ ザ ン を 吸 引 しな い よ う に 注意 しな が ら
上清を 除去 した . さ ら に ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ シ ド (dim ethyl
S ulfoxide, D M S O) (和光純薬, 大阪)200plを 加え て 虎絆 し , マ
イ ク ロ フ ォ ト メ ー タ ー (E A R340)(S L T, V ie n n a, Au stria)で ,
測定波長 550n m , 対照 630n m の 条 件下で 測定 した . な お , コ
ン ト ロ ー ル と して抗腫瘍剤 の 替わ りに 20 % F B S加 R P M I1640
fetal bovine seru m; H T C A, hum a ntu m or clonoge nic
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を 15恥1 入れ たもの を用 い た . 抗腫疹剤非添加細胞ウ ェ ル と添
加細胞 ウ ェ ル と の 吸光度の 差の 抗腫瘍剤非添加細胞 ウ ェ ル の 吸
光度 に 対する割合 , すな わ ち l コ ン ト ロ ー ル に 対する 死滅細胞
の 割合を求め , これ を 阻害率(inhibitio ninde x, ⅠⅠ) と した.
2) 臨床検体
抗腫瘍剤が最終的 に 理 論的最高血中磯風 お よ び そ の 1/10,
1/100に な る ように 20 % F B S加 R P M I1640で調整 し各ウ ニ ル
に 15恥1ず つ 分注 して ある96 ウニ ル マ イ ク ロ プ レ ー l､ に , 上 記
の よ うに 処理 した検体を 50〃1ず つ 分注 した . なお , 抗腫瘍剤の
最高濃度 は本郷 ら9)10)の 報告の よ う に 常用 量 を 静脈内投与 L均
等に 拡散 した と 仮定 した とき の 血 中濃度 を原則と した が , 着色
性の ア ン ト ラ サ イ ク リ ン 系薬剤 で ほ , 吸光度に 影響を与え ない
よ うに 更 に l/2 - 1/10に 希釈 して 用 い た . 表1 に 試験薬剤とそ
の 濃度を示 した . 次に 分注 した細胞を 5 % C O2の 存在下で , 37 ℃
で 培養 した . こ の 後 , P B Sで 希釈 した 5mg/rn1の M T T試薬
を 25〃l ず つ 添加 し , 37℃ で さ ら に 3時間培養 した . そ の 後 ,
2000回転 で , 1 0分間遠心 し, M T Tフ ォ ル マ ザ ン を吸引 しな い
よ うに 上 宿を 除去 した . さ らに D M S O 200〃1を加 えて 撹拝 し ,
E A R 340で , 測定波長 550n m , 対照 630n m の 条件下 で 測定 し
た . な お , 効果は基礎実験同様 , 阻害率 で 判定 した .
2 . 細胞株を 用 い た 基礎的検討
1) 細胞数と 吸光度と の 関係
吸光度 は , 細胞数あるい は細胞 の 大きさ , 細胞の 種類な どに
よ っ て 異な り , 細胞株 と臨床検体 で は 異 な る こ と が 予想 され
る . 本実験 で は , 細胞数と 吸 光度 との 関係を検討する ため に ,
K562/A の 細胞数 を2,0 00個/ウ ェ ル , 1 0, 0 0 0個/ウ ニ ル ,
20,000個/ウ ェ ル , 1 00,000個/ウ ニ ル , 200,00 0個/ウ ェ ル ,
500, 00個/ウ ェ ル お よび750, 00個/ウ ェ ル の 7種類と な るよ う
に 調整 し, そ れ ぞれ M T T試薬 と 3時間反応 させ , M T Tア ッ
セ イ に よ る感受性試験を行 っ た . なお , こ の 実験よ り得られ た
結果か ら, 臨床検体の 感受性試験 に お い て の 細胞数 を調整 し
た .
2) 細胞増殖曲線
96ウ エ ル マ イ ク ロ ブ レ ー 1､ に 1×105 個/ml に 調整 し た
K562/A を 50ノJlず つ 分注し 1, 乙 3. 4, 5, 6 お よび 7日間培養
Tablel･ Co n ce ntraio ns ofantica n cerdrtlgS
Antican cerd ugS
Conc en tratio n test ed(FL g/ml)
Lo w Inte rm ediat e
Doxo mb icin










































a s ay; JA L S G, Japan Adult Leukemia Study Gro up
MD R, m ultidrugresista n ce; M D S, m yelodysplastic syndrorn e; M T T, (3-(4,5-dim ethylthiaz ol-2-yl)-2,5-dophe nyl
tetrazoliu m bro mide; N H L, nOn- Hodgkin
'
s lympho m a; N R, n O r e SPOnSe; P B S, phosphate-buffered s alin e;
P-g p, P-glycoprotein;▲PR, partialr emissio n
508
し, 各細胞濃度 お よ び M T Tフ ッ セ イ に よ る吸 光度を プ ロ ッ ト
し , 細胞増殖曲線 を得た .
3) 培養時間と感受性の 検討
ドキ ソ ル ビ シ ソ が最終的に 0.05FLg/ml, 0.5/Jg/ml, 5p g/ml に
な る よ う に 20 % F B S加 R P M I1640 で調整 さ れ 各 ウ ェ ル
1 50/上1 ず つ 分注 して あ る96 ウニ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト に ,
20 % F B S加 R P M I1640 で 5×1 0
5個/mlに 調整 され た K 562と
K562/A をそ れぞれ 50/Jiず つ 分注 し, 培養時間を 1 時間 , 2 日
間お よび 4 日間の 三 種類 の 実験系 を作 っ た . 培養後 , M T T
ア ッ セ イ を 行 い そ れ ぞれ ドキ ソ ル ビ シ ソ 濃 度 が 0.05〟g/ml,
5/Jg/ml に お ける 阻害率 を求め , 感受性 の 逢い に つ い て 検 討 し
た .
4) 検体中の 腫瘍細胞 の 占め る割合と M T Tア ッ セ イ に 及 ぼ
Table2. Che m otherap yproto coIs
す影響
可 及的に 腫瘍細胞 の 占め る割合 の 多 い 検体を 用 い たが
, 分離
した細胞中に 線維芽細胞 , 正 常 リ ン パ 軋 正 常単軌 正常幼君
顆粒球の 混入 は 避け られ な い ■ 正 常細胞が多い と 正確 に 腫瘍細
胞 の 感受性を判定できず偽陽性 , 偽陰性 が 多く な る 恐れ があ
る ･ そ こ で , 検体中に 腫瘍細胞 が何%以 上 占め れ ば , 偽陰性,
偽陰性を 最小限に 止 め る こ と が でき るか に つ い て 検討した . ド
キ ソ ル ビ シ ソ 感受性の K 562 と耐性 の K562/A を各 5×105個
/ml の 濃度 と し, そ れ ぞれ 5: 5, 3‥ 7, 2=8, 0:1 0の 割合で混
ぜ た後 , 5恥1 を 上記と 同様に 三 種類 の 濃度の ドキ ソ ル ビ シ ソ の
入 っ た96 ウニ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト に 分 注 し, 4 日間培養 して
M T Tア ッ セ イ を 行い , 阻害率 を求 めた .
3 . 臨床検体 に よる M T Tア ッ セ イ と 臨床結果 との 相関
A dministration




J A LS G- A M L-92 A) Behenoylcytosine arabino side
Daun orubich
6M P
B) Behen oylcytosine arabin oside
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Dau n orubicin
Stro ng A C O P
D B E P
J A L SG-A L L-93
CHOP




Wh enpatien tsdo n otob tainCR,
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J ALS G, Japa n adultle uke mia study gr oup; AML, aCut e myeloid leuke mia; A L L, aCute lymphoblastic
leuke mia
造血器腫瘍 に お け る抗腫瘍剤感受性試験
急性白血病患者お よ び悪性 リ ン パ 腫患者 , な らび に そ れ ぞれ
の再発 ･ 難治療例よ り得 た腫瘍細胞に つ い て M T Tア ッ セ イ を
行い , 理論的最高血中濃度(本実験系 で は高濃度)に おけ る阻害
率を求め , 臨床効果と の 比較検討を行 っ た ･
1) 化学療法
A NL L に 対 して は 日 本成人白 血 病治療 グ ル ー プ (Japa n
adultle uke mia study gro up,JA L S G) の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ た
もの が18例 で , 強化 (stro ng) A C O P療法を行 っ たも の が 1例,
D B E P療法 を行 っ た もの が 1例 で あ っ た , A N L L難治療例に 対
して は上記 の 化学療法 の う ちそ れ ま で 最も効果があ っ た と思わ
れる もの か , あ るい ほ そ の 組み 合わ せ で 行 っ た . 1例 で 少量 シ
タ ラ ビン (lo w-dos earaC) 療法11) を行 っ た . A L Lに 対 して ほす
べ て JA L S Gの プ ロ ト コ ー ル に 従 っ た . N H Lに 対 し て ほ
C H O P療法を行 っ た も の が 8例で M M IP E療法 を行 っ た もの
が1例で あ っ た . N H L難治療例 , 再発例に 対 して は M M E P療
法が 2例, IC E療法 が 1例 で あ っ た . 表 2に 各 々 の 化学療法の
内容を示 した .
2) 臨床効果判定基準
効果判定 は以下の よ う に 本郷 ら
g)10) の 判定 に 準 じて 行 っ た .
完全 寛解(c o mplete re missio n, C R), A N L L お よ び A L Lに お
いて は , 1 コ ー ス 後の 骨髄穿刺 で 白 血 病細胞 が 5 % 以下と な
り, 全身状態の 改善と と も に 血 液学的所見の 正 常化が み られ ,
しかも こ の 状態 が 1 か月以上 持続 した 場合 を C R と した.
N H Lに お い て は 2 コ ー ス の 化学療法 で 臨床的 , 画像診断 上病
変が検出され な くな っ た 場合 を CR と した.
部分寛解 (partialr e missio n. P R), A N L L お よ び A L Lに おい
ては
, 1 コ ー ス 後の 骨 髄穿刺で 白血 病細胞ほ減少 したも の の ,
5%か ら15% 残存して い る場合を P R と した. N H Lに お い て
は2 コ ー ス の 化学療法 で 評価 可能病変が50%以 上縮小 し, B症
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状 の 消失が認め られ た 場合に P Rと した .
非寛解 (n o r e spo n s e, N R), A N L L お よび A L Lに お い て は ,
1 コ ー ス 後の 骨髄穿刺で 白血 病細胞が 一 旦 は減少するもの の 最
終的に は 寛解 と な らな い 場合 , N H Lに お い て は 2 コ ー ス の 化
学療法 で 寛解 に 入 らな か っ た 場合を N R と した.
3) 総合評価
感受性試験 と臨床効果と を合わ せ て 検 討 し, 以下の 基準 で 総
合評価を試み た . 真陽性は感受性あ りと 判断 され た 薬剤1剤以
上 を 使用 し , C R凌)る い は P Rに 達 したもの , 偽陽性は感受性
あり と判断され た薬剤1剤以上 を 使用 した が , N R であ っ た も
の , 偽陰性は感受性な しと判断 され た 薬剤 の み を 使用 した が ,
C R凌)る い ほ P R と なっ た もの , 真陰性 は感受性な しと判断 さ
れ た 薬剤の み を使用 し , NR で あ っ たも の と した . 以上 の 評価
か ら , 真陽性率 , 真陰性率 , 予測率を算定 した . 真陽性率 , 真
陰性率 . 予測率 の 計算方法は Clark ら1 2)の 方法に 従 っ た . 真陽
性率 = 真陽性/(真陽性+偽陽性), 真陰性率 = 真陰性/(偽陰性 +
真陰性), 予測率 =( 真陽性+真陰性)/(真陽性+ 偽陽性 +偽陰性
+真陰性).
4 . 多剤耐性現象 と臨床と の 相関
1) 多剤耐性P糖蛋白(P-glyc opr otein, P嶋g P) の 検出
採取 した 末梢 血あるい は骨髄血 か らリ ン フ ォ プ レ ッ プを用い
て 単核球を分離 した . 次に , 20 % F B S加 R P M I1640に 浮 遊 さ
せ , 1×1 0
6個/ml の 濃度 に 調整 し, サ イ ト ス ピ ン (Cyto spin 2)
(S ha ndo n So uther nPr odu cts Ltd., C he shire, Engla nd) を 用
い
, 800回 転10分に て ス ラ イ ドグ ラ ス に 塗抹 し乾燥 させ た . こ
の 標本は -80 ℃ で 凍結 し, 染色時 まで 凍結保存 した . 染色は
A P A A P KI Tシ ス テ ム (D A K O, Carpinteria, U S A) を用い た .
染色時標本を室温 に 置き , ゆ っ く り と20 ℃ ま で戻 した 後, 4 ℃
の ア セ ト ン で20分間固定 した . 固定後 , 標本 を十分に 風乾 し以
A B C
Fig･1･ lmm u n ostain of positiv e c o ntrol, n egativ e c o ntr ol a nd M DR e xpres sio n of a c seS. M . . (A)M D R-pO Sitiv e c el11in eK 562/A
W a s stain ed aspo sitiv e c o ntrol. (B)As n egativ e c o ntrol, M DR-pOSitive c e11 1ine K 562/A w as stain ed u sing m o u s elgG2ain ste ad
OfC 21 9m on o clo n ala ntibody. (C)69.9 %of le ukemic c ells obstain ed fro m a ca s eS. M . w ere positiv e. Cytoplas m s w ere stain ed
With m a ny red gr a n ule s. Origin al m agnific atio n, ×1,000.
51 0
下の 処理を行 っ た . P-g p の 細胞質側 ドメ イ ン を 認 識す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る C 219抗 体 (Ce ntc orDiagn o stic s,
Malv er n, U S A) を 10 % F B S加 0.5 M Tris バ ッ フ ァ ー に て
1毎g/mlに 調整 し , そ の 5恥1を標本 に の せ , 室温 で 1時間反応
させ た . そ の 後 , 0.1%ウ シ 胎児血 清ア ル ブ ミ ン (bovin ese rum
albu min , B S A) (Sigm a C hemical, St. Lo uis, U S A)-0.05 M
Tris バ ッ フ ァ ー で 3回洗浄 し, 余 分な 液体 を拭 い , 二 次 抗体
(ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 マ ウ ス イ ム ノ ダ ロ ブ リ ン ･ ウ サ ギ 抗体) を の
せ て 室温 で 3 0分間反応 させ た . 0.1 % B S A-0.05 M Tris バ ッ
フ ァ ー で 2 回洗浄 した後 , ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ク ー ゼ ･ 抗 ア ル
カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ (alkalin e phosphatas e a nti-alkalin e
pho sphata s e, A P A A P) 抗体(マ ウ ス) 複合体を の せ , 室温 で30
分間反応さ せ た . 次 に ナ フ ト ー ル A S-M X リン 酸塩 お よ び フ ァ
ス ト レ ッ ド T R を混合 した 錠剤を 0.5 M Tris バ ッ フ ァ ー で溶解
し, 標本に の せ , 室温で20分間発色 させ た 後, 蒸留水 で 洗浄 し
た . さ らに マ イ ヤ ー ･ へ マ ヤ キ シ リ ン で 1 分間後染色を施 し,
流水で15分間洗浄の 後, 乾燥 させ , 鏡検 した .
2) P- g p陽性細胞の 算定
顧徽鏡下で対物 レ ン ズ100倍(渦浸)を 用 い て 白血病細胞を順
に1,000個観察 し , 明 らか に赤く染 ま っ て い る も の を 陽性細胞
と して , そ の 割合(陽性率)を求めた .
3) コ ン ト ロ ー ル
陽性 コ ン ト ロ ー ル に は l 細胞株 K 562/A で 上記の よう に 染色
したもの を 用 い た . 陰性 コ ン ト ロ ー ル にほ , C 21 9抗体 の 替 わ
りに マ ウ ス IgG 2a を 用 い て 染色 した もの を 使用 した (図1).
5 . ア ン ト ラ サ イ ク リ ン 系薬剤 に お け る M T Tア ッ セ イ と
M D R発現 との 関係 の 検討
A N L L患老17人 お よび 混合性白血病 の 2 人 に つ い て ア ン ト
ラ サ イ ク リ ソ 系薬剤に対す る感受性 と P-gp発現の 有無 に つ い
て 検討 した . さ ら に 感受性 と P- g p発現 の 有無 に よ り , こ れ ら
の 症例を M D R陽性 M T T感受性(+), M D R陽性 M T T感受
性(-), M D R陰性 MT T感受性(+), M D R陰性 M T
'
r∵感受性




1 . 細胞数 と吸光度 と の 関係
図 2の よ うに M TT ア ッ セ イ に お い て ほ吸 光度0.1 か ら1.3の
範閉で 細胞数 と の 間に 正 の 相関が認め られ , 臨床検体 でも こ の
範囲内で あれ ば吸光度 か ら生細胞数の 予測 が可 能 で ある と考 え
られ た . した が っ て ! 実験開始時 に 蒔く細胞数 は ∴ 細胞株 で は
急激に 増殖す る こ と を考慮 し, 図 2の 検討可 能 な最小吸光度 で
ある0.1に 対応す る細胞数 , すな わ ち25,000個/ウ ニ ル と し, 一
方臨床検体 で ほ l 増殖 よ りも死滅 して い く細胞 が多 い た め に ,
検討可能 な 最大 数光度 である1.3に 対応する細胞数 , す な わ ち
500, 00個/ウ エ ル と した .
2 . 細胞増殖曲線
囲3の よ うに M T Tア ッ セ イ に おけ る吸光度 お よ び細胞数 と
培養時間の 関係を み ると , 吸光度 は 5 日で1. 4に 達 して 以降上
昇傾向が止 っ た . 一 方 , 細胞 数は 3 日 ま で は 急激 に増加す る
が , 以降ほ 平衡 を保ち , 5 日 目に は減少 し始め た . した が っ て
K 562 お よび K 562/A に 関 して ほ ∴至適培養期間ほ 5日 ま で と
考 えられ た .
3 . 培養時間 と感受性 の 検討
図4 の よう に 1時間で はか な り ばら つ きが あ るもの の ドキソ
ル ビ シ ソ 感受性 の K 562と 耐性の K562/A の 平均阻害率ほ 1 低
濃度(理論的最高血 中濃度 の 1/1 00) 1 時間 の 曝露 で そ れ ぞれ
1 5･6 %, - 1･6 %, 2 日間 で -6-5 %, - 3･5 %, 4 日間 で 3l.6 %,
- 1･67 %, 高濃度 慨論的最高血 中濃度) 1時間 で 2･3 %, 7.0 %,
2 日間 で 61▲0乳 26･0% , 4 日間で 93･3 %, 39･0 % で あっ た . 4
日間の 培養 で K 562と K562/A の 阻害率 に 最も差が認め られ た
(p = 0･0269, W elch
'
s t te st)･ また , 臨床検体で感受性の 有無を
決定する際の 闘値に つ い て 様 々 な報告5)7)9) は あ る が , 本実験に
お い て , そ れ ぞれ の 薬剤 に 対す る阻害率を 上 記 A N L L 31検体
で 検討す ると , そ れ ぞれ の 中央値 が60%か ら93% の 間で あ っ た
こ と , ま た , 高濃 度 の ド キ ソ ル ビ シ ソ 曝露 下 4 日間培養の
K 562と E 562/A の そ れ ぞれ の 阻害率 の 差 の 中点が27.2%で あ
り , 両者の どち らに も片寄 らな い よ うに 中間値を と ると66.2%
に な る こ と , さ らに , 闇値の 設定 を低くす る と効果的な薬剤を
ス ク リ ー ニ ン グす る と い う 目的に は そ ぐわ なく な る こ とか ら,
阻害率70%を 閉値 と した .
4 . 分離 した 白血 病細胞の 割合の 検討
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造血器腫瘍に お ける抗腫瘍剤感受性試験
行うと , 高濃度の ドキ ソ ル ビ シ ソ で ほ K562/A の 割合が50%な
ら阻害率が74%, 70% な らば66%, 80%な らば65%, 1 00%な ら
ば50%とな り, 標 準偏差も含め る と よ ドキ ソ ル ビ シ ソ 耐性細胞
が80% 以上 で あれ ば 阻害率が70%以 下となり , M T Tア ッ セ イ
に よ り耐性と判定可能 で あ っ た (図5). した が っ て ∴隠瘍細胞
が全単核球の 80% 以上あれば偽陽性を少な く する こ とが で きる
と考え られ た ･
本実験 で 用 い た 抗腫瘍剤の 中 に は シ タ ラ ビ ン の よ う に 時間依
存性に 抗腫瘍効果を発揮するもの も含 まれ る こ と か ら , 臨床検
体で は培養時間を 4 日間と し, 阻害率 の 開催ほ70%に 設定 し判
定した . ただ し , リ ン パ 系腫瘍細胞 に つ い て は t 3 日間以上 培
養すると 対照の 細胞もほ と ん ど死 滅 して しま うの で , 2 日間の
短期の 培養 で 判定 した . な お , 分離 した 単核球の う ち ‥ 腫瘍細
胞が80% 以上を 占め て い る もの の み に つ い て 検討 した ･
Ⅰ . 臨床検体 に よ る MT Tア ･ ソ セ イ と臨床効果 との 相関
1. 総合評価
表3に 示 すよ う に 高濃度 ( 理論的最高血中濃度) に お け る感
受性試験の 結果 と , 化学療法の 臨床効果と を比較検討 した ･ 未





























































が87%で あ っ た . 難治療例 で は l 真陽性率が17% , 予測率 が
17% で あ っ た . 末治療の A L Lで ほ , 真陽性率が 0タ首, 真陰性
率が50% , 予 測率 が33% で あ っ た . N H Lで は , 真陽性率 が
100% , 真陰性率が 0%, 予測率が56% であ っ た . 難治療例お よ
び再発例の N H Lで は , 真陽性率が10 0%, 真陰性率が 0% , 予
測率が1 00%で あ っ た .
2 . 末梢血 と骨髄血 に よ る判定の 差異
A N L Lの 5例 に おい て 末梢血 と 骨髄液 で 感受性を比較する
と , 図 6に 示 すよ う に , 高濃度 の ドキ ソ ル ビ シ ソ と高濃度 の ダ
ウ ノ マ イ シ ン で それ ぞれ 1 例, 低濃度の シ タ ラ ビ ン で 3例に お
い て 両 者の 間に 感受性の 判定 に 差異の 認め ら れ るも の が あ っ
た . しか し , 低濃度 の ドキ ソ ル ビ シ ソ , ダウ ノ マ イ シ ソ , 低濃
度お よ び高濃度の エ ト ポ シ F＼ 高濃度の シ タ ラ ビ ン で は 一 束梢
血 と骨髄液と の 間に 差は み られ なか っ た . した が っ て , ア ン ト
ラ サ イ ク リ ン 系の 薬剤 お よび ェ ト ポ シ ドに お い て ほ ▲ 末梢 血と
骨髄液 に よ る差異ほ認め られず , 容易 に 検体の 得 られ る末梢血
で も十分検討できるも の と 考え られ た .
3 . 感受性試験 の 臨床応用
A N L L-M 4難治症例 N. M . の 感受性試験 の 結果を み る と , 図
Table3. Relatio nshipofche m o s en sitiv tybetw eeninvitro and invivo
Ty pe ofdis ea ses
No. ofc as es No. ofc ases
e x a min ed
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T P,tru ePO Sitiv e;F P,fals epo sitiv e;F N,fals e n egativ e;T N,tru e n egativ e.
a)No. of tru ePO Sitiv e c ases/(No. of tru epO Sitiv e c ase s+No. of fals epo sitiv e cas es).
b)No. of tru e n egativee c as es/(No . of tru e n egative c as es +No . of false n egativ e c as es).
Fig･ 4･ Cha nge in che m os e n sitivity a c c ording to the
in c ubatio n tim e･ T her e w as a signific a nt differ e n c e
betw e en inhibitio ninde x es of K 562a nd K 562/A c elis in
thein c ubatio nfo r4 days, T her efor ethe in c ubatio n tim e




















Do x o rubicin c o n c entr atio n(FLg/ml)
Fig. 5. M T Ta ss ay by c o mbin atio n with K 562a nd K 562/A
in v ario u spr oportio n s. Sa mple w asjudged as r e sista ntin
the M T Ta ss aywhe n r esista nt c e11s w ere m or etha n 80 %
Of alls a mple c ells. T her efor e m align a nt c ells w er e n e ed d
m or etha n 80 %of a11m o n o n u cle al c ells populatio n whe n
70 %w a sdefin ed a s cuttoff le v el of a ninhibiton inde x.
一--- --, C ut Off le v el. Pe rc e ntage of K562/A cels :薗, 50 %;
鑑, 70 %; 口, 80%; 霞, 1 00 %.
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Fig. 6. Co mparison of inhibitio ninde xbetw e e nperiphe ral blo od c ells a nd bo n e m a rr o w c ells. T he re w as n odivv er e n c ebtw e e n
the inhibitio ninde x es of leukemic c ellsin peripher al blo od a nd thos ein bon e m arr o w e x c ept fo r o n epatie nt sho wing differe nt
inhibitio ninde x es athigh conc entratio n of do x o rubicin a nd da u n o rubicin whenthe c ut off le v el w a sde cided a s70 %. 一- M ･･-, Cut
off le v el.
造血器腫瘍忙 お ける抗腫瘍剤感受性試験
7の ように シ タ ラ ビ ン に お い て は低濃度で も感受性 が高か っ た
ため に , そ の 結果を 参考に して 少量 シ タ ラ ビ ン を長期間投与 し
たと こ ろ寛解 に 達 した .
Ⅲ . 多剤耐性現象 と臨床 との相関
1 . 多剤耐性現象 と F A B分類お よび 臨床効果 との 関係
M DR 発現 と F A B分煩 と の 関係 で は , 図 8 に 示 す よ うに
M 4で 高頻度に 発現が み られ , そ の 陽性度も高か っ た . ま た ,
寛解率との 間に ほ相関 は認め られ ず , 再発率 との 間にも明らか
な相関はみ られ なか っ た (表4).
2 . ア ン ト ラ サ イ ク リ ン 系抗腫瘍剤 に 対す る感受性 と M D R
発現
表5 の よう に 19例中 8例 で M D R陽性 に もか か わ らず ,
MT Tア ッ セ イ 上 ア ン ト ラ サ イ ク リ ン 系抗腫瘍剤 に 対する感受
Table 4. Relation ship betw ee nM D Rexpressio n and cl in ic a1
011tCO m eS
No. ofc ases
M D Rexpr essio n Relapse
+
No. ofCR No. of
O rP Rc as esN Rc ases
Positiv e 3 6 8 2
Negadv e 2 8 7 2
M D R, m ultidrug reSist an C e; C R, C O mplete re missio n; P R,
Partialre mission;N R,n O reSPO n Se.
TTlere W aS n O Signific an t C Orrelatio n betw ee nM D Re xpression
皿drelapse.
T herewas n o signi丘c antC Orrelation betw e enM D Re xpressio n
a ndcl hic al outc o m es.
Tab le5. M D Rexpression and M T Ta ssay
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Lo w(10
-2) hte r m ediate(10
-1) High(1)
ReIativ edrugCOn C e ntratio n
Fig. 7. C he m o se n sitivity te st ofthe le ukemic c ells obtain ed
fr o m a r efr a ctory M 4 patie nt by M T Ta ssay. T he
inhibitio n inde x es of do x or ubic n, da,u n Or ubicin, a nd
mito x a ntr o ne at high c o n c e ntr atio n w a s m or etha n 90 %.
the in hibitio nindex of cyta rabin e atlo w c o n c e ntr atio n w as
also m o retha n 90 %. T herefore lo w do s ether ap y of
Cytar abin e w a s chos e nin this patie nt, r eSulting in
C O mplate r emis sio n. E], do x or ubic n; ㊥ , dau nor ubicin;
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, Fren ch-A m erican ーB ri tish; M DR, m ultidrug reSistan C e;MTT, 3- (4,5-dim ethyl thiaz ol-2Nyl)-2, 5-dophenyl tetraz oliu m br omide; CR,
CO mplete remissio n;P R,partialremissio n;N R,n O reSPO n Se; A Mix L, aC ute mix edlin eage le ukemia･ M D R
-
, M T r･ R , M D R-n egativ e
andin vitro resista nt;M D R+ , M T r･ R , M D R-PO Slt Y e and in vitr o 柁Sist弧 t;M DR
-
, MT T･ S, M DR-POSitiv e andh vitro s en sitive;M D R+ ,
MT T･S,MDR-PO Slt V e and in vitro se n sitive;S,S enSitiv e;R,r eSistant･
a)MD R(C219)positiv e r ate,
b)In vitro che m os en sitivityinanthra cyclinesby M T rass ay.
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Table 6. Relationsh ip in anthracyclin es betw ee n M D R
e xpressio n and M T Tassay
M DR e xpressio n
No. ofc ases sho wing M T Tass ay
Se nsitiv e Resistant
Negativ e 9
Positive 8
MDR, m ulddrug re Sistan Ce; MTT,3-(4,5-dim ethylthiazol-
2-yl)-2, 5- dophenyl tetra zoliu m bromide.
¶lere WaS n O Signi丘c an t C Orrelation in anthr acyclin es








































































M O M t M 2 M 3 M 4 M 6
FA Bclassincatio n
Fig. 8. M D Re xpr e ssio n a c c ording to F A Bcla ssific atio n.
M 4sho w edthe highe st proportio n s of M D Re xpr es sio nin
M D R-pO Sitiv ele uke mic c ells(A)a nd M D Rrpo sitiv epatie nts
(B). Ba rs, S D.
性が 認め られ た . ま た , 1 例(Ⅰ. K.)で M D R陰性 に も かか わ ら
ず , MTT ア ッ セ イ で ほ 耐性 で あ っ た . さ ら に , 末 治療例の
A N L Lの うち M T Tア ッ セ イ 上 感受性 があ り臨床 の 結果が
N Rの 偽陽性例 で M D Rの 発現頻度 が高い と い う こ と もなか っ
た . ア ン ト ラ サ イ ク リ ソ 系抗腫瘍剤に 対す る感受性 と M D R発
現 の 問に も ズ2 検定 で 有意な関連は な か っ た (表6).
3 . ア ン ト ラ サ イ ク リ ソ 系抗腫瘍剤 に お け る 感受性試験 と
M D R発現と の 組み 合わ せ と 予後 の 関係
A N L L お よ び A M ixL の1 9例 を M D R陽性 M TT 感受性
(+), M D R陽性 M T T感受性(-), M D R陰性 M T T感受性
(+), M D R陰性 M T T感受性 卜)の 4群に 分ける と , 死 亡 率ほ
そ れぞれ63%, 100% , 3 3% , 10 0% と な り , 4群 の Kapla n-
Meie r法 に よ る生存曲線は図 9の よう に な っ た . 50%生存率は
そ れ ぞれ384日 , 60 日, 算定不 能, 59 日で あ っ た . しか し, 一 般
化 W ilc ox o n検定 で , M D R陰性 M T T感受性(+) と MDR 陰
性 M T T感受性(- ) お よび M D R陽性 M T T(-) の 間で は有
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Mo nths aft erdiagn o si
Fig.9･ Su rvivalc u r v e sin 4 gr o ups a c co rding to c o mbinati-
O n Of M D Ra nd MT Ta ss ay. T he s urviv al dur atio n at50 %
in M D R+, M T T. S gr o up w as384 days, M D Rq,M T T.R
gr o up 59 days, a nd M D R+J M T T･ R gro up 60 days,
re spe ctiv ely. Vertic al lin esindic ate patie nts who are
aliv e･ + , M D R +, M T T. S; ･ " " M " , M D R- , M T T. S;
- - - -
, M D R+ , M T T. R; 一 一 - - , M D R-, M T T. R.
性の ある ほ うが 予後が よ い 傾向が 認め られ た (p = 0.06).
考 察
これ ま で ヒ ト の 悪性腫瘍に 対 して 種々 の 抗腫瘍剤感受性試験
が試み られ て きて い るが , 未だ 確立 ほ して い な い . Ho ngo ら
5)
ほ 小児の 白血 病細胞を用 い て M T Tア ッ セ イ を行 い , そ の 結果
か ら本法 ほ抗腫瘍割に 対す る感受性 を検討す る の に ほ 極めて 有
用な方法 で ある と報告 して い る . 本研究 で は 1 抗腫瘍剤感受性
試験 と し て M TT ア ッ セ イ を 用 い る こ と と し , ま ず , M T T
ア ッ セ イ を臨床応用す るた め の 基礎的検討 を し, 検体の 選択基
準の 設定 , 培養 お よび 測定条件の 確立 な ら び に 感受性判定開催
の 決定を行 っ た . こ れ ら の 検討は , 感受性試験を普遍化するう
え で 極め て重要 で ある . まず , 吸 光度に つ い て検討 した . 吸光
度が極端 に 低 い と値に ば ら つ きが 認め られ , 極端 に 高い と フ ォ
ル マ ザ ン が飽和状態に な っ て お り正 確な値 を反映 しな い な どの
理 由か ら , 吸光度ほ0.1 か ら1.3の 範 囲内 で検討す る こ とと し
た . 次に 培養 日数 に つ い て み ると , 本郷 ら1 3)ほ 2 日間か ある い
は 4 日間 で , Ca mpling ら‖)ほ 2～ 5 日 間で , そ の 他の 報告で は
4 日間で 検討 されて い る-5 卜 2-). 今 回の 細胞株 を使 っ た基礎的検
討で は , ドキ ソ ル ビ シ ソ 耐性で ある K 562/A細胞 の ドキ ソ ル ビ
シ ソ に よ る阻害率 と , ドキ ソ ル ビ シ ソ に 感受性 の ある K562細
胞の 阻害率 と の 差が 4 日間培養で最も大き く , シ タ ラ ビン な ど
の 時間依存性薬剤も同時に 検討す る こ と を考慮す る と4 日間が
適当と考 え られ た . しか し , リ ン パ 系の 細胞 に お い て ほ 2 日間
の 培養でもr死滅す るもの が 多い と され て お り13), 本 実験で も同
様の 結果 であ っ た た め に , 時間依存性薬剤 に 関 して は 阻害率が
低く判定 され る危険性はあるもの の t 2 日間 の 培養 と した . 次
に 各 ウ ニ ル に 蒔く細胞数に関 して 検討 した . 細胞株は 急激に 増
殖す るた め に 検討可 能な 最小吸光度 である0.1に 対応す る細胞
数で ある25,000個/ウ ェ ル で よく , 一 方 , 臨床検体 で は , 細胞の
増殖 はほ とん どみ られ ず , む しろ死滅 して 減少す るもの が 多い
こ と を考慮 して , 検討可 能な 最大吸光度 で ある1.3に 対応する
細胞数 の500, 00個/ウ ニ ル を 蒔く こ と と した . 感受性の 有無の
判定 に つ い て は , K 562 と K562/A の 阻害率 の 差 の 最も大きく
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なる 4 日間培養 で の K 562, K 562/A そ れぞれ の 阻害率 の 中間値
が約70%で あり , また , 各種抗腫瘍剤 に 対す る A N L L31検体
の 阻害率の 中央値が60%か ら93% で あ っ た こ と か ら, 本実験 で
は , 開催を70% に 設定 した . 本試験 を臨床 に 応用す る場合 に
は , 分離調整 した 検体中に 占め る腫瘍細胞の 割合が判定 に 影響
を与え る こ と が予想 され る . こ の こ とを 検討する た め に 上 記の
ような条件を設定 した 上 で , K 562と K 562/A と を一 定 の 比率
で混合 して 影響を調 べ た . そ の 結果 , 耐性の 細 胞が80% 以上あ
れば耐性と して 判定で き, 偽陽性 も少なくな ると考 え られ る こ
とか ら , 腫瘍細胞が80%以上 を 占め るも の に つ い て の み 検討す
る こ とと した . した が っ て , 臨床検体で検討する場合は , 分離
した細胞の う ち腫瘍細胞が80%以 上 を 占め る の も の の み を 用
い , 細胞数 を500, 00個/ウ ェ ル で蒔き , 2 日間(リ ン パ 系) ある
い は 4日 間(骨髄系) 培養し , 感受性 の 有無の 闇値を70% と して
判定した .
末治療の A N L Lに つ い て ほ80%を超 え る高 い 予測率が得 ら
れたが , A L Lに つ い て ほ30% 台の 低値 に 止 っ た . 小 児 の 白 血
病に おい て報告5)され て い る ように , 成人の 末治療 の A N L Lに
おい て も臨床 の 効果 と相関す る こ とが 明 らか に な っ た . また ,
難治療例, 再発例 に つ い て み る と , A N L Lで は予測率が低か っ
たが N H Lに おい て ほ1 00%と高く , N H Lに お い て ほ再度リ ン
パ節生検を行 い 本法を用い る こ と に よ り , か な り高 い 精度で 抗
腫瘍剤の 効果 を予測可能 で ある こ と が 明 らか と な っ た . しか
し, 難治療例 , 再発例の A NL Lに つ い て ほ偽陽性が多く , 予測
率ほ17%と低値に 止 っ た . こ の 原因 の 一 つ と して , 武本
4) が 述
べ て い る よう に , 感受性試験 で の 薬剤濃度と生体内で の 薬剤動
態に 差異の ある こ と が 考え ら れ る . 実際 の 症 例で み る と , N.
M . 例の よう に 臨床使用時の 薬剤濃度 に 近 い 値 で 効果判定す る
とよ り高い 精度 で 効果を予測 で き る こ と が 示唆 され た .
化学療法 の 回 数を 重ね る と薬剤 に 対 して 耐性 を獲得す る こ と
が知 られ て お り7), 臨床上 も こ の よ う な例 を し ば しば 経験 し ,
治療に 難渋す る . 耐性の 獲得 に ほ 何 らか の 薬剤耐性磯序の 存在
が考え られ て い る . 近年化学療法の 強力化に よ り急性白血病 の
治療成績 は向上 して きたも の の 依然 と して 15 ～ 4 0 %の 症例 が
寛解.に到 らず治療抵抗性を示 す . そ の 原因 の
一 つ と して ア ン ト
ラ サ イ ク リ ン 系抗腫瘍剤, 植物 ア ル カ ロ イ ドな ど の 薬剤に 共通
して 薬剤耐性を生ず る M D Rの 存在 が 明らか に な っ て き た7).
M DR ほ, 細胞膜に 発現 した P糖蛋白が薬剤を外 に 排出す る ポ
ン プの 役割を な し , こ の た め に 細胞内に 一 旦取 り込 まれ た抗腫
瘍剤が そ の ま ま排出 され て し ま い 効果を 発揮で き なくな り, 耐
性を生ず るの で は な い か と考え られ て い る22)23). 1 9 86年 に ほ P
糖蛋白を コ ー ドする mdrl 遺伝子が単離 され た
24)
. Ma ら25)は P
糖蛋白の 細胞質側 ド メ イ ン を 認識す る C 219 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体を用い て免疫染色法を行 い , 治療後に P糖蛋白 の 発現が認 め
られた と報告 して い る . Go a sgu e nら26)は C 21 9モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗体を用 い て 免疫染色法 に よ り A L Lの59例 に つ い て M D Rの
発現状態 を検討 し, M D R発現 と寛解率お よ び再発率 と の 間 に
それ ぞれ 有意な相関があ っ た と報告 して い る . In o ら27) は P 糖
蛋白の 細胞膜外側 エ ピ ト ー プを 認識する M R K1 6モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗体を用 い て , A N L Lの 患者に つ い て M D R発現状態を フ
ロ
~ サ イ ト メ トリ ー 法で 検討 し , M D R発現 と寛解率 お よ び 再
発率と の 間に ほ 相関が なか っ た と 報告 して い る . Marie ら28〉ほ
急性白血病 に つ い て ス ロ ッ ト プ ロ ッ ト法 で mdrl 遺 伝子 の
mR NA を検出 し検討 した と こ･ろ , m R N Aの 発現ほ 寛解率と相
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閲 し , ま た , 感受性試験に お い て ドキ ソ ル ビ シ ソ 耐性 の もの で
mdrl 遺伝子 の m R N Aの 発現を 認め る傾向に あ っ た と報告 し
て い る ･ こ の よう に M D Rに 関 して ほ 現在 まで に 種 々 の 方法を
用 い て 検討 がな され , 様 々 な結果が 報告され て い る . 本研究で
ほ , M D R発現 と急性白血病の FA B分類と の 関係を C 219抗体
を使用 して 検討 した . そ の 結果 , M 4で 高頻度に 陽性と な り ,
そ れ ぞれ の 陽性度も高い 傾向に あ っ た . しか し , 寛解率と の 間
に は 相関ほ認め られ ず, 再発率 で も相関は認め られ なか っ た .
しか し, 骨髄移植後の 再発率が M 4, M 5で 高い と い う報腎9) が
あり , 長期間観察 した場合, 単球系で再発率が高く な る可 能性
もあ り, 今後の 検討が必 要で あろう .
本研究で は , 難治療例や再発例 で M T Tア ッ セ イ で の 偽陽性
例が多か っ た こ と か ら , その 原因と して上 記の よ うに M D Rの
発現の 関与が考え られた . しか し, 難治療例や再発例 では 検討
できな か っ た が , 未治療例 で み る 限り で は偽陽性例に M D Rの
発現頻度 が高い と い う結果ほ得 られ ず, M T Tア ッ セ イ の 結果
と M D R発現と の 間にも有意な関連 はみ られ なか っ た . こ の こ
と は , 抗腫瘍剤に対す る耐性の 売掛 こは , M D Rの み な ら ず他
の 耐性磯序 の 関与 の 可 能性を 示 唆 して い る も の と 考 え ら れ
る30). ま た , 今回 の 基礎実験 か ら推定 され る よ うに , 抗腫 瘍割
に 長時間曝霹 させ ると M D R陽性細胞 で も感受性 が増強する可
能性もある . 臨床 検体 の M T Tア ッ セ イ に お い て も症例 N
M ･ の ように MD R陽性 である に もか か わ らず , 4 日間の 培養
に よ っ て M D Rに 関連 した ダ ウ ノ ル ビシ ソ およ び ミ ト サ ン ト ロ
ソ な どに 対 して ほ感受性が認 め られ た . こ れ らの こ と か ら ,
M D R が発現 して い ても長期間持続的に 薬剤 と接触 さ せ る こ と
に よ っ て細胞内に 蓄積 され る薬剤の 量が , M D R機序 に よ り排
出 され る量よ りも多く な る た め に , M T Tア ッ セ イ の 結果 と
M D R発現の 間に 相関が み られ な か っ た可 能性も考 え られ る .
こ の よ う に , M D R発現は白血病細胞 の 抗腫瘍剤 に 対する性質
を表す 一 つ の 因子 では あるが , 臨床上必 ず しも薬剤耐性を 示す
有力な指標と は な っ て い な い . こ の 理由 と して . 生体外と 生体
内と の 薬剤動態の 違 い ある い ほ 薬剤接触時間と の 関係な どが複
雑に 関連 して い る ため と 考 え ら れ る が , 今後 の 検討課題 で あ
る .
本研究で は 上 白血 病細胞 に つ い て M T Tア ッ セ イ の 結 果と
M D R発現状態と を組み合わ せ て , 予後の 推定を 試み て み た .
両 者の 成績を組 み合わ せ て 4群に 分け , 寛解率 およ び 生存率を
比較する と , 有意な差ほ な い も の の M T Tア ッ セ イ で 感受性が
あり M DR の 発現 して い な い 群 で 生存率が最も高 い 傾向があ
り, 理 論と 一 致す る結果が得 られ た . こ の こ と か ら , 両者 の 阻
み 合わ せ ほ 有力な予後推定因子と な り得 る こ と が示 唆され た .
ま た , M D Rの 発現 して い る例で ほ , MDR に よ る 耐性を解除す
る と され て い る シ ク ロ ス ポ リ ン や ベ ラ バ ミ ル な どの 薬剤をあ ら
か じめ投与する こ とに よ り , 治療 効果 の 増強を図る試みも な さ
れ て お り
31)32)
, 今後, M D Rの 発現 の 有無を参考に した 治療方法
の 開発が期待され る .
ま だ解決すべ き点 はある が , M T Tア ッ セ イ お よ び こ れ に
M D R発現の 有無 を組み合わ せ る 方法 は 】 簡便で正 確か つ 迅速
な予後判定法の 一 つ と考 えられ , 造血 器腫瘍を は じめ とす るが
ん化学療法の 効果 の 向上 に 役立 つ もの と考え る .
結 論
造血 器腫瘍に つ い て M T Tア ッ セ イを 利用 した 抗腫瘍剤感受
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性試験 を導入す る 目的 で , 基礎的 な ら び に 臨床的検討 を行 っ
た . ま た , 多剤 耐性因子の 発現と の 関係に つ い て も検討 し, 以
下の 結果を得 た .
1 . M T Tア ッ セ イ に つ い て の 基礎的検討で は , 分 離 した 単
核球の う ち腫瘍細胞が80% 以上 を 占め る検体が試験 に 適 し, 培
養期間は リ ン パ 系細胞で は 2 日間, 骨髄系細胞 で は 4 日間, 感
受性の 有無の 閲値 は阻害率70%とす る の が 最も適当と考 え られ
た .
2 . 成人 A N L Lの 未治療例 , 成人 N H Lの 難治療例 お よ び再
発例に お い て , M T Tア ッ セ イ の 結果 と臨床効果が良く相関 し
た .
3 . A N L Lの 難治療例お よび 再発例で M T Tア ッ セ イ で の 偽
陽性例が多く , MD Rの 関与も考えられ た が , 今回 の 末治療例
での 検討で は偽陽性例 に M D R発現 が多 い と い う こ と は な か っ
た .
4 . M D Rの 発現 と寛解率お よ び生存率と の 間に は 有意 な相
関ほ認め られ なか っ た . また , 生体外 で ア ン ト ラ サ イ ク リ ン 系
抗腫瘍剤に 対す る感受性の 有無と M D R発現と の 関係 に つ い て
検討 した と こ ろ , 同様 に 有意な 関連 は認め られ な か っ た . こ の
原因の 一 つ と して , 抗腫瘍割 と長時間接触 さ せ る こ と に よ り
M D Rの 機構 を超 え て 薬剤が 細胞内に 入 る可 能性, あ る い ほ ,
別 の 耐性磯序 が存在す る可 能性が考 え られ た .
5 . 臨床的検討 か ら , M T Tア ッ セ イ と M D R発現の 両 者を
組み 合わ せ る こ と に よ り生存率に 差 がみ られ , 予後を推定す る
良い 指標と な る こ と が示 唆 され た .
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A bstra ct
Thesehave been atte mpts to develop a reliable che m ose nsitivlty teStfor a n ti
-C a nC e rdrugSin varioushu m an m align ant
tum ors, but this hasnotyetbee n ac co mplisfhed bec a use ofc o nta min ation of n orm alce11sin s ample s and/o rdiffere nt
C OnCentrations of anti-C anC er drugS betwe en in viv o a nd in vitr o･ In the pre sent s tudy,in order to introdu ce the(3-(4, 5-
dimethyl th ia z oト2
-
yl)- 2, 5-dophenyltetra z oliu mbro mide(M T T) assay, Which is a sim ple m ethod of detec ting
Che mose nsitivlty, tO the tre a t m ent of malignant tu mors, ba sic in ve s tlgations wereperform ed･ Furtherm o re, the clinical
usefu1ness ofthe assay wa s e x a mined uslngthe sam ples obtained fro mpatie ntswith he m atologlC maligna n cies･ Fro m the
basicinv estlgations, C O nditio nsfor an alyzlng Clinic alsa mpleswe r e e st ablished asfollows: S a mples cont ainlng8 0 %or m ore
Oftu mor c ellsin the separa ted m onon ucle ar Ce11s w er e an lyzed;lymphoidtum or c ells wereincubated fo r2 days and
myeloidonesfor 4 days;a thre shold fordetermlng Che m ose nsitivlty W aSdenned as7 0 %or m ore ofan inhibition index . In
the caseofuntre at ed acutenonlymphocyticleukemia(A N L L), the t ru ePOSitive ratew a s92 %, the tru e negative r ate50 %,
andthe predictive a c cu ra cy 87 %･ T he c as es ofu ntre a ted n o n- Hodgkin
I
slymphom a(N H L)show ed l O O %oftrue pOSitive
rate,0 %oftru e n egativ erate, and50 %ofpredictive acc ura cy,re SPeCtively･ In the cases ofre血
･a C tOry OrrelapslngN H L, the
truepOSitivera tew a sl00% andpredictive acc ura cyl OO %･ Fr o mthese results,it w asindicated thatthe che m osensitivityby
the M T rassay correlated withthe clinical outc o m es･ Howe v er, the casesofrefractory orrelapsl ng A N L L had high false
positive r ate s･ Therefbre, the e xpre ssio n of m ultidrug re Sistan Ce(M D R)w as exa mined in the c ases ofuntre ated A N L L. In
thosefalsepo sitiv e case , the proportio ns of M D Rw ereno t s ohigh･ Further mor e, in thein vitr o e xperim e nts of
anthracycline s, there w a s n o r elatio nbetwe e nthe propotions ofe xpressionof M D Ra nd the che mose nsltl Vlty. T hes e r es ults
mightbe caused by ov erc o ml ngthe m echanis ms of M DR bylong-t erm inc ubation withanti- C a nCer drugS, Orby existlng the
m echanis ms ofche m oresistan ce otherthan M D R･ In he m atologlC m align an Cies, the M T Tassay c o mbinedwitha n an alysIS
OfMDR expre ssion maybe a usefu 1to ol fbrpredictingthepr ognosis･
